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1 Einleitung 
1.1 Klinische und ökonomische Relevanz 
Im chirurgischen Alltag kommt es im Rahmen abdomineller Eingriffe unausweichlich zu 
einer Manipulation des Darmes, die je nach Eingriff von subtilen Berührungen bis hin zu 
traumatisierender Kompression und stundenlanger Eventration des Darmkonvoluts 
reichen. Die resultierende postoperative Darmatonie bzw. in der fortgeschrittenen Form 
der postoperative Ileus stellt eine der häufigsten Komplikationen nach solchen 
chirurgischen Eingriffen dar (Iyer et al., 2009; Senagore, 2007). Die über mehrere Tage 
andauernde Minderung/Verlust der propulsiven Magendarmmotilität führt zu verzögerter 
Magenentleerung, Darmüberblähung, Störung der Nahrungs- und Gaspassage. Das 
Krankheitsbild ist gekennzeichnet durch starkes Unwohlsein, Schmerzen, Übelkeit, 
Erbrechen bis hin zu respiratorischen Störungen inklusive Aspiration (Senagore, 2007). 
In manchen Fällen kann durch den postoperativen Ileus eine Relaparotomie erforderlich 
werden (Unalp et al., 2006). Der weitere Genesungsprozess und der gesamte klinische 
Verlauf solcher Patienten werden maßgeblich durch die gastrointestinale Funktion 
bestimmt. Trotz der großen Häufigkeit dieser Komplikationen nach abdominellen 
Operationen wurde der Darmmanipulation über die Jahre wenig Aufmerksamkeit 
geschenkt. Da die zugrundeliegenden Pathomechanismen weitgehend unbekannt sind, 
beschränkt sich die Behandlung dieser Patienten auf symptomatisch-empirische 
Maßnahmen wie selektive gastrointestinale Dekompression und frühzeitiger Beginn des 
oralen Kostaufbaus (Han-Geurts et al., 2007; Nelson et al., 2005), Reduktion der Opioid-
Analgetika und Anwendung der periduralen Anästhesie (Chen et al., 2009; Jansen et al., 
2002; Nakayoshi et al., 2008), zielgerichteter Ausgleich perioperativer Flüssigkeits- und 
Elektrolytverlusten (Bundgaard-Nielsen et al., 2007; Holte et al., 2007). Medikamentöse 
Therapieansätze mittels Antiadrenergika (Blandizzi, 2007), Dopamin – Antagonisten 
(Traut et al., 2008), Cholinergika (Caliskan et al., 2008) und Opioidantagonisten (Bream-
Rouwenhorst und Cantrell, 2009; Taguchi et al., 2001) eine Steigerung der Motilität zu 
erzielen haben bisher nur einen begrenzten Erfolg gezeigt. Auch wenn die Einführung 
minimalinvasiver Techniken mit Hilfe der Laparoskopie (Allardyce et al., 2010; Delaney 
et al., 2009; Salimath et al., 2007) und des chirurgischen Fast-Track-Prinzips (Basse et 
al., 2005; Kehlet, 2008) diese Problematik positiv beeinflusst hat, existieren bis heute 
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praktisch keine kausaltherapeutische oder „prophylaktische“ Regime. Um eine kausale 
Therapie und vielmehr einen prophylaktischen Ansatz entwickeln zu können, müssen 
die initialen Schritte in der Entstehung des postoperativen Ileus genau erforscht werden.  
 
Außerdem führen die chirurgisch induzierten Motilitätsstörungen insgesamt zu einer 
beträchtlichen Erhöhung der postoperativen Morbidität, der Liegedauer in der Klinik und 
damit der Krankenhauskosten. In den USA führt die Therapie dieser Problematik zu 
einem jährlichen finanziellen Mehraufwand von einer Milliarde Dollar (Holte und Kehlet, 
2000; Livingston und Passaro, 1990; Prasad und Matthews, 1999). Mit dem 
zunehmenden wirtschaftlichen Druck nimmt die postoperative Darmatonie stark an 
Bedeutung zu und stellt somit ein Krankheitsbild von höchster Relevanz nicht nur unter 
klinischem, sondern auch unter ökonomischem Aspekt dar. 
1.2 Theorien der Pathogenese 
Vor über 100 Jahren wurde die Existenz postoperativer Darmfunktionsstörungen 
beschrieben und untersucht (Bayliss und Starling, 1899; Cannon und Murphy, 1907; Pal, 
1890). Seither wurde im Rahmen zahlreicher Studien zur Pathogenese der 
postoperativen Darmatonie die Ursache der muskulären Funktionsstörung mit zum Teil 
kontroversen Theorien beschrieben (Bueno et al., 1978; Condon et al., 1986; Holte und 
Kehlet, 2000; Livingston und Passaro, 1990; Rothnie et al., 1963; Smith et al., 1977). 
Neben dem Einfluss sympathischer Reflexe werden die Aktivierung inhibitorischer nicht-
adrenerger nicht-cholinerger (NANC)-Nerven, hemmende humorale Faktoren, der 
Einfluss von Anästhetika, die Freisetzung von Noradrenalin aus der Darmwand und 
lokale Faktoren wie Entzündungsprozesse diskutiert (Boeckxstaens et al., 1993; 
Livingston und Passaro, 1990; Mayer et al., 1988). Obwohl es sich hier offensichtlich um 
ein multifaktorielles Geschehen handelt, sind die zugrundeliegenden 
Pathomechanismen bisher kaum aufgeklärt.  
1.2.1 Neurogene Theorien 
Viele Studien beschäftigten sich hauptsächlich mit nervalen Einflüssen und untersuchten 
die Funktionsstörung innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden nach dem Eingriff. 
Eine von Taché et al. entwickelte neurale Theorie postuliert einen Einfluss zentraler 
inhibitorischer Regelkreise und die Freisetzung von Corticotropin Releasing Factor 
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(CRF) vom paraventrikulären Kern des Hypothalamus und dem dorsalen vagalen 
Komplex (Barquist et al., 1996; Plourde et al., 1993; Taché et al., 1993). Somit kommt 
es über efferente Nervenfasern zur Stimulierung der inhibitorischen autonomen und 
enterischen Aktivität adrenerger und nitriderger Nerven (De Winter, 2003) und damit zur 
Hemmung der Muskelfunktion. Die Beteiligung dieser zentralen Mechanismen an der 
späteren, klinisch-relevanten Darmfunktionsstörung, die sich über viele Stunden bis 
Tage erstreckt, ist unwahrscheinlich. Als dafür möglicher Mechanismus wurde eine 
Entzündung in der Mukosa und in den nervalen Strukturen des Darmes postuliert 
(Livingston und Passaro, 1990; Mayer et al., 1988).  
1.2.2 Inflammatorische Theorien 
Die Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Bauer und Kalff zu den immunologischen 
und molekularen Abläufen in der glatten Darmmuskulatur erbrachten entscheidende 
neue Erkenntnisse in der Äthiopathologie der postoperativen Darmmotilitätsstörung 
(Kalff et al., 1998a; Kalff et al., 1999a; Kalff et al., 1999b; Kalff et al., 2000; Schwarz et 
al., 2001; Türler et al. 2002). In zahlreichen Tierversuchen wurde mithilfe eines 
standardisierten mechanischen Darmtraumas nachgewiesen, dass die funktionellen 
Einschränkungen der Darmmotilität durch eine posttraumatische, innerhalb der Tunica 
muscularis propria der Darmwand lokalisierte Entzündungsreaktion verursacht werden. 
Es wurde deutlich, dass residente und rekrutierte Leukozyten ganz wesentlich an der 
Ausbildung lokaler intramuskulärer Entzündungsvorgänge beteiligt sind, wobei hier die 
zentrale Rolle der residenten Muskularis-Makrophagen im „Orchestrieren“ dieser 
postoperativen lokalen Entzündungskaskade hervorgehoben wurde (Kalff et al., 1999b; 
Kalff et al., 2000; Schwarz et al., 2001).  
Neuere Untersuchungen belegen, dass eine Interaktion immunologischer Prozesse mit 
dem Nervensystem existiert und hierdurch auch eine Steuerung der Motilität möglich ist 
(Bauer, 2008; Bonaz, 2007; Boeckxstaens und de Jonge, 2009; The et al., 2007; Van 
Der Zanden et al., 2009), wobei die initialen und gerade für einen prophylaktischen 
Ansatz interessanten Schritte weiterhin unbekannt bleiben. Auch wenn die frühzeitigen 
Veränderungen der Darmatonie nach einem Trauma womöglich durch nervale Einflüsse 
moduliert werden können, ist initial eine lokale, zelluläre Antwort auf den mechanischen 
Reiz im Sinne einer Mechanotransduktion erforderlich.  
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Unter den potentiellen Kandidaten für die Auslösung der immunologischen 
Veränderungen, die zur Motilitätsstörung führen, wurden Mastzellen und Makrophagen 
angeschuldigt (Bauer, 2008; Boeckxstaens und de Jonge, 2009; The et al., 2008; The et 
al., 2009). Immer mehr Erkenntnisse zeigen allerdings, dass die komplexe Antwort auf 
das intestinale Trauma multizellulären Ursprungs ist. So sind beispielsweise neben 
residenten Muskularis-Makrophagen auch Mastzellen an der frühen Phase der 
inflammatorischen Antwort beteiligt (The et al., 2008). Wechselwirkungen zwischen 
neuronalen und immunkompetenten Zellen und damit verbundene 
Regulationsmöglichkeiten der intestinalen Entzündung werden ebenso beschrieben 
(Boeckxstaens und de Jonge, 2009; Metz und Tracey, 2005). Das Auftreten einer pan-
enterischen Inflammation nach selektivem lokalem Trauma – sog. gastrointestinaler 
Field Effect - bestätigt ebenfalls eine multizelluläre Beteiligung, woran vermutlich 
dendritische Zellen maßgeblich beteiligt sind (Koscielny et al., 2006; Schwarz et al., 
2004). 
Zusammenfassend handelt es sich um ein multifaktorielles Geschehen, bei dem 
hauptsächlich neurogene und inflammatorische Phänomene eine Rolle spielen (Bauer, 
2008; Bauer und Boeckxstaens, 2004; Boeckxstaens und de Jonge, 2009; 
Boeckxstaens, 2006; de Jonge et al., 2005; de Jonge et al., 2009). 
1.2.3 Residente Makrophagen der Darmmuskularis 
Die Rolle der Makrophagen im intestinalen Trakt wurde initial hauptsächlich in der 
Mukosa im Rahmen des Darm-assoziierten lymphatischen Systems (GALT) untersucht 
(Smythies et al., 2005), wo sie mit Funktionen der Immunabwehr betraut sind. Auch 
innerhalb der glatten Darmmuskulatur liegen residente Muskularis-Makrophagen in 
einem dichten Netzwerk regelhaft vor (Kalff et al., 1998b; Mikkelsen und Rumessen, 
1992). Obwohl residente Makrophagen der Darmmuskulatur bereits seit 1965 bekannt 
sind (Taxi, 1965), wurde der Präsenz monozytärer Zellen in der glatten Darmmuskulatur 
zunächst nur wenig funktionelle Bedeutung zugemessen (Mikkelsen, 1995). Bereits in 
der Fetalzeit befinden sich Makrophagen in der Tunica muscularis, ohne dass für diese 
Besiedlung eine initiale Auseinandersetzung des Organismus mit pathologischen 
Erregern notwendig ist (Kalff et al., 1998b; Mikkelsen et al., 2004). Daher können die 
Muskularis-Makrophagen, anders als in der Mukosa, unter physiologischen 
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Bedingungen nicht konstant mit Abwehrfunktionen betraut sein. Die bereits in anderen 
Organen beschriebene Makrophagenaktivierung geht mit einer Erhöhung der 
Phagozytoseaktivität, Antigenpräsentation und der Induktion bzw. Freisetzung kinetisch-
aktiver Substanzen und Mediatoren einher (z.B. Arachidonsäuremetabolite, NO, freie 
Radikale, Hormone und Zytokine) (Barnett und Brundage, 2010; Hamilton und Adams, 
1987; Nathan, 1987; Schleicher und Bogdan, 2009). Somit sind diese hochpotente 
„immunologische“ Zellen potentiell zur Modulation der intestinalen Muskelaktivität fähig 
(Hori et al., 2001). 
Kalff, Bauer und Mitarbeiter haben folgende Kaskade konsekutiver Abläufe postuliert, 
die nach chirurgischer Darmmanipulation zur Entwicklung postoperativer Darmatonie 
führt (Abbildung 1). Die einzelnen Schritte dieser Kaskade konnten die Autoren in 
Tierversuchen sowie an humanen Proben nach elektiver Darmresektion nachvollziehen 
(Bauer et al., 1996; Kalff et al., 1998a; Kalff et al., 1999a; Kalff et al., 1999b; Kalff et al., 
2000; Kalff et al., 2003). So kommt es direkt nach Manipulation zu einer 
Makrophagenaktivierung mit frühzeitiger (bereits nach 1 - 3 Stunden) Aufregulierung 
wichtiger proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-1, IL-6, MIP-1α), Chemokine (z.B. MCP-
1), Adhäsionsmoleküle (z.B. ICAM-1) und Enzyme (z.B. iNOS, COX-2) in der 
Darmmuskularis (Kalff et al., 1999a; Kalff et al., 2000; Schwarz et al., 2001). 
Nachfolgend kommt es zu einer frühen Phase der Darmmotilitätsstörung sowie zu einer 
massiven Rekrutierung verschiedener Leukozytenpopulationen (Monozyten, 
Neutrophille, Mastzellen, T-Zellen, natürliche Killerzellen, dendritische Zellen), deren 
Anzahl in der Tunica muscularis ein Maximum nach 12 bis 24 Stunden erreicht und 
selbst Tage nach der Operation signifikant erhöht ist (Kalff et al., 1998a; Kalff et al., 
1999b). Diese ausgeprägte lokale Entzündung führt dann zu einer zweiten, lang 
andauernden Phase der Darmatonie. Normale Verhältnisse sind erst nach etwa 2 - 3 
Wochen wieder hergestellt (Kalff et al., 1999a). 
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Leukozyten-Infiltration  
 
Abb. 1: Schematische Darstellung des biphasischen Pathomechanismus der postoperativen Darmatonie 
nach den Untersuchungen von Bauer und Kalff. Die chirurgische Manipulation führt zur Aktivierung der 
residenten Muskularis-Makrophagen, die nachfolgend kinetisch aktive Substanzen freisetzen und dadurch 
frühzeitig eine zunächst passagere Darmmotilitätsstörung verursachen. Parallel freigesetzte 
proinflammatorische Mediatoren sorgen für eine massive Leukozytenrekrutierung und 
Muskularisentzündung, die eine zweite, lang anhaltende Phase der Darmatonie bewirken.  
 
Diese Ergebnisse deuten auf eine mögliche initiierende Rolle der residenten Muskularis-
Makrophagen in der oben beschriebenen postoperativen Kaskade. Diese Makrophagen 
könnten aufgrund ihrer Anzahl, ihres großen Potentials an Mediatoren und ihrer engen 
Nähe zu den Glattmuskelzellen, dem Plexus myentericus, den interstitiellen Zellen von 
Cajal (Schrittmacherzellen des Darmes) und den Gefäßen innerhalb der Tunica 
muscularis eine herausragende Rolle im Pathomechanismus der postoperativen 
Darmmotilitätsstörungen spielen (Faussone-Pellegrini et al., 1990; Kalff et al., 1998b; 
Mikkelsen, 1995; Sanders, l996). Dennoch wurde in der Darmmuskularis auch eine 
große Anzahl weiterer residenter Leukozytenpopulationen (Monozyten, Neutrophille, 
Mastzellen, T-Zellen, natürliche Killerzellen, dendritische Zellen) nachgewiesen (Kalff et 
al., 1998b). Außerdem sind eine Vielzahl anderer Zellen in der Darmmuskularis zur 
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Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren fähig (z.B. glatte Muskelzellen, 
Endothelzellen, Fibroblasten) (De L Karlson et al., 2007; Heidemann et al., 2007; Ng et 
al., 2003; The et al., 2008; Zampetaki et al., 2005).  
Daher war das Ziel dieser Arbeit den Nachweis einer initialen, direkten Beteiligung der 
Muskularis-Makrophagen bei der Entstehung der postoperativen 
Darmmotilitätsstörungen zu erbringen. Dies sollte anhand eines Tiermodells mit 
genetisch bedingt fehlenden Muskularis-Makrophagen (Osteopetrosis-Maus) erfolgen, 
um nach einer chirurgischen Manipulation die Auswirkung des Fehlens der 
Makrophagen und somit deren Rolle studieren zu können. Die Abklärung gerade dieser 
initialen Schritte des multifaktoriell bedingten Prozesses ist für die Entwicklung 
therapeutischer, respektive prophylaktischer Therapieansätze essentiell. 
1.3 Die Osteopetrosis-Maus als genetisches Muskularis-Makrophagen-
Depletionsmodel 
Zur direkten Überprüfung der Rolle der Muskularis-Makrophagen in Bezug auf die 
postoperative Darmmotilität waren im Vorfeld Untersuchungen an Makrophagen-
depletierten Ratten durchgeführt worden (Wehner et al., 2007). Durch die Einbindung 
von Chlodronsäure in Liposomen, die nach Phagozytose eine Makrophagen-Apoptose 
initiieren, wurde eine ca. 85 % selektive Depletion der Muskularis-Makrophagen erreicht. 
Nach einer weiteren pharmakologischen Blockade der Makrophagen-Aktivierung durch 
den selektiven Blocker von Stretch-aktivierten Kanälen Gadoliniumchlorid (Adding et al., 
2001) konnte bei diesen Tieren nach intestinaler Manipulation eine signifikante 
Verminderung der Entzündungsreaktion in der Muskulatur und eine deutlich verbesserte 
postoperative Darmmotilität erreicht werden (Wehner et al., 2007). Hierbei ließ sich 
jedoch keine komplette Makrophagen-Depletion in der Muskularis erreichen, 
wohingegen in anderen Organen praktisch 95 – 100 % der Makrophagen depletiert sind 
(van Rooijen et al., 1989), wodurch die Aussagekraft über die Rolle der residenten 
Muskularis-Makrophagen in der postoperativen Darmatonie eingeschränkt ist.  
Ein optimiertes Tiermodell für unsere Zielsetzung war daher die Osteopetrosis-Maus. 
Diese natürlich vorkommende Mutante weist eine spontan auftretende, autosomal-
rezessive Mutation im CSF-1 Gen (colony stimulating factor 1) auf Chromosom 3 auf, 
wodurch das entstehende Zytokin funktionsunfähig ist. Dies ist bedingt durch eine 
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einzelne Baseninsertion (Thymidin) in einem frühen Abschnitt des Gens, was zur 
Ausbildung eines frühzeitigen Stopkodons führt (Yoshida et al., 1990). Resultierend 
kommt es zu einer Reduktion der Osteoklasten und einer systemischen Depletion von 
Monozyten und Makrophagen (Wiktor-Jedrzejczak et al., 1982). Von besonderer 
Bedeutung ist dabei das komplette Fehlen von Makrophagen innerhalb der intestinalen 
Tunica muscularis bei sonst normalen Muskularis-externa-Verhältnissen und 
reduzierten, aber vorhandenen Mukosa-Makrophagen (Mikkelsen und Thuneberg, 
1999). Zudem zeigen Osteopetrosis-Mäuse trotz der systemischen Makrophagen-Armut 
eine adäquate Immunantwort bei bakteriellen Infektionen (Schonlau et al., 2003).  
1.4 Hypothesen und Ziele 
In dieser Studie wurden basierend auf den vorliegenden Untersuchungen die folgenden 
Hypothesen postuliert und durch die Bedeutung der intestinalen Muskularis-
Makrophagen nach operativem Darmtrauma reflektiert. 
 
1. Das dichte Netzwerk von residenten Muskularis-Makrophagen der 
Darmmuskulatur übernimmt eine Schlüsselrolle bei der Initiierung der 
postoperativen Entzündungsreaktion und der Entstehung der postoperativen 
Darmatonie. 
2. Genetische Depletion der Muskularis-Makrophagen verhindert bzw. reduziert 
die initialen Schritte der inflammatorischen Kaskade und verringert somit das 
Ausmaß der Entzündung. 
3. Die reduzierte Muskularis-Entzündung führt zu einer Verbesserung der 
postoperativen Darmmotilität und verhindert den postoperativen Ileus. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Tiere 
Die Untersuchungen wurden an C57BL/61 und B6C3Fe a/a-Csf1op2 Mäusen im Alter 
von ca. 6 Wochen durchgeführt (Gewicht ca. 25 – 30 g). Heterozygote (+/CSF-1op), 
Osteopetrosis- (CSF-1op/CSF-1op) und Wildtyp-Mäuse (+/+) wurden durch Verpaarung 
von heterozygoten Tieren (+/CSF-1op) generiert. Die Genotypisierung der Nachkommen 
der einzelnen Generationen erfolgte über eine Allelic-discriminating (AD) TaqMan-PCR 
mit einem Single Nucleotide Polymorphism (SNP) – Assay3.  
Die Versuche erfolgten nach Zustimmung der Ethikkommission der Universität Bonn und 
wurden von der Bezirksregierung Köln genehmigt (AZ 50.203.2 BN 21, 3/00). Sie 
erfolgten nach den vorgeschriebenen Richtlinien. Die Tiere wurden in Tiereinrichtungen 
gehalten, die den lokalen gesetzlichen Bestimmungen entsprechen. Die Mäuse waren 
einem 12 stündlichen Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt und erhielten Wasser und 
Nahrung ad libitum. Die Osteopetrosis-Mäuse (CSF-1op/CSF-1op) wurden unter 
pathogenfreien Bedingungen gehalten und aufgrund fehlender Schneidezähne mit 
eingeweichten und zerdrückten Futterpellets ernährt, deren Gewicht lag im Alter von 6 
Wochen bei 10 – 15 g. 
2.2 Aufbau der experimentellen Gruppen 
C57BL/6-, heterozygote (+/CSF-1op) und Osteopetrosis- (CSF-1op/CSF-1op) Mäuse 
(n=5/Gruppe) wurden einem in vorangehenden Studien standardisierten operativen 
Eingriff ausgesetzt und nach verschiedenen Zeitpunkten (3 und 24 h) postoperativ 
geopfert (Kalff et al., 1998b). Als Kontrollen dienten nicht operierte Tiere. Muskularis-
Präparate wurden für histochemische und immunhistochemische Färbungen verwendet. 
Die Expression verschiedener Zytokine in den Darmwandschichten wurde mittels real-
time PCR quantifiziert. Die in vitro Muskelkontraktilität wurde im Organbad an 
                                            
1 Charles River, Wilmington, MA, USA 
2 The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA 
3 Assays-by-DesignSM, Applied Biosystems 
 
18 
Jejunumstreifen gemessen. Der gastrointestinale Transit wurde in vivo nach 
intragastrischer Gabe von Fluoreszenz-markiertem Dextran bestimmt.  
2.3 Operative Eingriffe 
Nach Anästhesie der Tiere mit Isofluran4 per inhalationem und Hautdesinfektion5 wurde 
die Laparotomie vorgenommen. Nach Mittellinieninzision wurde das Dünndarmkonvolut 
mittels Watteträger auf eine feuchte Kompresse ausgelagert und die einzelnen 
Darmschlingen aufgereiht. Der Dünndarm wurde dann durch eine aboral gerichtete 
Rollbewegung mit Hilfe zweier feuchter Watteträger komprimiert und damit der 
Darminhalt in das Zökum evakuiert. Hiernach wurde der Darm ins Abdomen 
zurückgelegt und das Abdomen wurde zweischichtig mit 4-0 Seide6 fortlaufend 
verschlossen. Die Tiere erholten sich unter einer Wärmelampe im Käfig. Die 
Operationen wurden unter standardisierten Bedingungen durchgeführt, der Darm der 
Tiere wurde lediglich mit Instrumenten und in keinem Fall mit den Fingern berührt oder 
manipuliert.  
2.4 Präparate 
Zu den verschiedenen Zeitpunkten (3 und 24 Stunden nach Manipulation) wurden die 
Tiere erneut anästhesiert4 und die Bauchnähte wiedereröffnet. Das Dünndarmkonvolut 
wurde nun komplett entnommen und in präoxygenierter Krebs-Ringer-Lösung (KRB) bei 
4 °C aufgearbeitet. Kontrolltiere wurden anästhesiert4 und der unmanipulierte Darm in 
identischer Weise entnommen. 
2.4.1 Präparate zur RNA-Extraktion 
Der entnommene Dünndarm wurde in ca. 5 cm lange Segmente geteilt und in gekühlter 
KRB gelagert. Die Segmente wurden in einer mit dem Silikonelastomer Sylgard®7 
ausgegossenen Glasschale aufgespannt und das Mesenterium entfernt. Nachdem die 
Segmente auf einen Glasstab aufgezogen wurden, wurde der Darm vorsichtig an der 
mesenterialen Grenze mit Hilfe einer spitzen Pinzette inzidiert. Anschließend wurde die 
                                            
4 Isofluran, Abbott, Wiesbaden 
5 Cutasept F, Bode Chemie, Hamburg 
6 4-0 Perma-Hand-Seide, schwarz, geflochten, Ethicon GmbH, Norderstedt 
7 Sylgard®, Dow Corning GmbH, Wiesbaden 
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Muskularis von der darunterliegenden Mukosa mit Watteträgern abgeschert, sodass 
Muskulatur und Schleimhaut getrennt vorlagen. Diese Technik ist in Voruntersuchungen 
(Su et al., 1996) histologisch validiert. Die isolierten Dünndarm-Wandschichten wurden 
zur RNA-Extraktion in Flüssigstickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei 
–80 °C gelagert. 
2.4.2 Muskularis-Präparate (whole-mounts) zur Histo- und Immunhistochemie 
Zur Präparation von isolierten Muskularis-Präparaten (whole-mounts [WM]) wurde, wie 
zuvor beschrieben (Kalff et al., 1998a) ein ca. 5 cm langes Dünndarmsegment 
verwendet. Hierzu wurde das Lumen in einer mit KRB gefüllten Präparierschale entlang 
des Mesenteriums aufgeschnitten und das Segment anschließend auf 150 % der Länge 
und 250 % der Breite gedehnt und aufgespannt. Nach 10-minütiger Fixation des 
Segmentes mit 100 % Ethanol8 und zweimaligem Waschen mit KRB wurde die Mukosa 
unter einem Präparationsmikroskop9 von der Muskularis abgetrennt und verworfen. Die 
verbleibende Muskularis wurde nun in 0,05 M Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS)10 
mit Antibiotikazusatz  (1000 U/ml Penicillin G und 1000 μg/ml Streptomycin)11 bei 4 °C 
bis zur weiteren Färbung gelagert. 
2.4.3 Muskelstreifen zur in vitro Kontraktilitätsmessung 
Zur funktionellen Untersuchung der Muskelkontraktilität wurde ein Segment des 
mittleren Jejunums verwendet. Nachdem das Segment entlang des 
Mesenteriumansatzes eröffnet und in einer mit Sylgard®7 gefüllten Glasschale 
aufgespannt wurde, erfolgte das Abtrennen der Mukosa und Submukosa unter einem 
Präparationsmikroskop9 von der Muskularis. Parallel zur zirkulären Muskulatur wurden 
Muskelstreifen geschnitten (ca. 1 x 10 mm), deren eines Ende mit einer Schlaufe aus   
7-0 Seide versehen wurde.  
 
 
                                            
8 Ethanol absolut, Merck, Darmstadt 
9 MZ 8, Leica, Bensheim 
10 PBS, Biochrom KG, Berlin 
11 Penicillin-Streptomycin (100X), Sigma, Taufkirchen 
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2.4.4 Präparate zur gDNA-Extraktion 
Für die Isolierung von genomischer DNA (gDNA) zur Genotypisierung der Nachkommen 
wurden die Tiere im Alter von drei Wochen leicht anästhesiert4 und ein 0,5 – 1 cm 
langes Stück des Schwanzes kupiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei –80 °C 
gelagert.  
2.5 Histochemie 
Der Nachweis der Infiltration der Muskularis mit Neutrophilen geschah mit einer 
Myeloperoxidase (MPO)-Färbung unter Verwendung der Hanker-Yates-Reaktion 
(Hanker et al., 1977). Hierzu wurden die gewonnenen WM-Präparate in einer Mischung 
von 10 mg Hanker-Yates Reagenz12, 10 ml KRB und 100 µl 3 % Wasserstoffperoxid-
Lösung für 10 Minuten inkubiert und anschließend dreimal mit KRB gewaschen. Die so 
gefärbten WM-Präparate wurden auf einen Objektträger aufgezogen und eingedeckt13. 
Zur Auswertung wurden die MPO-positiven Zellen in 5 zufällig ausgewählten 
Gesichtsfeldern unter einem Lichtmikroskop14 bei 200-facher Vergrößerung ausgezählt.  
2.6 Immunhistochemie 
Die Immunhistochemie diente der Darstellung von Makrophagen und Zytokinen in der 
Muskularis. Nach 24-stündigem Inkubieren der WM in dem entsprechenden primären 
Antikörper und anschließend dreimaligem Waschen für jeweils 5 Minuten in PBS10 
erfolgte die Inkubation im sekundären, fluoreszierenden Antikörper über Nacht und das 
wiederholte dreimalige Waschen in PBS10. Nun wurden die WM auf einem Objektträger 
aufgezogen und eingedeckt15. Als Kontrolle dienten WM-Präparate, die ohne 
Primärantikörper mitgefärbt wurden. 
Die F4/80-Makrophagenfärbung erfolgte nach einem modifizierten Protokoll, wie von 
Ozaki et al. beschrieben (Ozaki et al., 2004). Das in der Sylgard®-Petrischale7 
aufgespannte Vollwand-Dünndarmpräparat wurde zunächst mit 4 % Paraformaldehyd-
                                            
12 Fluka, Sigma, Taufkirchen 
13 SuperFrost® Adhäsions Objektträger und Deckgläser, Menzel-Gläser, Braunschweig 
14 SM-LU, Leica, Bensheim 
15 Fluorescent Mounting Medium, Dako, Hamburg 
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Lösung16 bei 4 °C für 30 Minuten fixiert. Hiernach wurden wie unter 2.4.2 beschrieben 
die Mukosa und Submukosa von der Muskularis abgetrennt und das WM-Präparat für 2 
Stunden in PBS gewaschen. Nach Inkubation für 1 Stunde bei Raumtemperatur mit     
10 % fetalem Kälberserum (FCS)17 erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper für 
24 Stunden bei 4 °C und danach mit dem sekundären Antikörper für 1 Stunde bei 
Raumtemperatur. Anschließend wurden die WM-Präparate für 2 Stunden mit PBS 
gewaschen und zur mikroskopischen Untersuchung eingedeckt.  
Zur histologischen Auswertung wurden 5 zufällig ausgewählte Gesichtsfelder unter 
einem Fluoreszenzmikroskop18 eingestellt und bei einer Vergrößerung von 100× und 
200× ausgewertet. 
Primäre monoklonale Antikörper wurden gegen Makrophagen (F4/80) angewendet. Die 
sekundären, fluoreszierenden Antikörper waren spezifisch gegen die primären 
Antikörper gerichtet. Sämtliche Antikörper wurden gemäß Herstellerempfehlungen mit 
einer Verdünnungslösung, die sich aus 0,05 M PBS10, 0,2 % FCS-Albumin17 und 
Antibiotikazusatz (1000 U/ml Penicillin G und 1000 μg/ml Streptomycin)11 
zusammensetzte, verdünnt (Tabelle 1). 
 
Antikörper Konzentration Spezifität 
F4/8019 10 µg/ml Maus: residente MF, Blutmonozyten 
donkey-anti-rat IgG20 20 µg/ml sek. Antikörper gegen Ratte-IgG 
 
Tabelle 1: Aufstellung der zur Immunhistochemie verwendeten primären und sekundären Antikörper, 
deren Konzentration und Spezifität. 
                                            
16 Paraformaldehyd, Merck, Darmstadt 
17 FCS, hitzeinaktiviert, Biochrom KG Seromed, Berlin 
18 TE-2000, Nikon, Düsseldorf 
19 F4/80 rat-anti-mouse, Serotec, Düsseldorf 
20 Donkey-anti-rat IgG, Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
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2.7 RNA-Extraktion, Reverse Transkription (RT) und Real-Time quantitative RT-
PCR 
Zur Quantifizierung und Analyse der Genexpression verschiedener Zytokine und 
Mediatoren erfolgte zunächst die RNA-Extraktion aus der isolierten Muskularis und 
Mukosa des Darms. Gesamt-RNA wurde nach Homogenisierung21 des Gewebes mittels 
des RNeasy Mini Extraction Kits22 gemäß der Herstelleranleitung extrahiert, 
kontaminierende DNA in den RNA-Extrakten wurde durch Ambion DNA-free23 entfernt. 
Dann wurden Aliqots (2 µl) der RNA-Proben mit Hilfe eines Spektrophotometers24 
qualifiziert (260/280 nm-Quotient) und quantifiziert (Konzentration ng/µl). Aliquotierte 
RNA (500 ng) wurde in einer reversen Transkriptionsreaktion in die stabilere 
komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierzu wurde der Omniscript Reverse 
Transcriptase Kit25 mit einem rRNase Inhibitor26 und d(T)15 Primer27 verwendet. Die 
Reaktionsmischung wurde bei 37 °C für 60 Minuten inkubiert, danach um die Reverse 
Transkriptase zu inaktivieren auf 93 °C für 5 Minuten erhitzt mit abschließender Kühlung 
bei 4 °C28. Die so erzeugten cDNA-Stränge wurden in einer anschließenden SYBR 
Green Ein-Schritt real-time RT-PCR amplifiziert. Die Sequenzen der verwendeten 
Oligonucleotidprimer sind in Tabelle 2 aufgeführt.  
Die Herstellung der Primer erfolgte nach Sequenzangabe kommerziell29. Als endogene 
Kontrolle diente ß-Actin. Für die Zusammensetzung des PCR-Reaktions-Mixes wurde 
der 2X SYBR Green PCR Master Mix30, die entsprechenden Primer und 6,25 ng cDNA 
verwendet (Tabelle 3).  
 
                                            
21 Polytron, Bioblock Scientific, Illkirch, France 
22 RNeasy Mini Extraction Kit, Qiagen, Hilden 
23 Ambion DNA-free, Austin, TX, USA 
24 BIORAD Smart Spec 3000, BIORAD, München 
25 Omniscript Reverse Transcriptase Kit, Qiagen, Hilden 
26 rRNAase Inhibitor, Promega, Madison, WI, USA 
27 d(T)15 Primer, Roche, Mannheim 
28 UNO-Thermoblock, Biometra, Göttingen 
29 Metabion, Plenegg-Martinsried, Germany 
30 SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, Darmstadt 
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Gen Primer Sequenz 
ß-Actin forward 
reverse 
 
5`-AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC-3` 
5`-CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT-3` 
PCR-Produkt Größe: 148 bp 
IL-6 forward 
reverse 
 
5`-TCA ATT CCA GAA ACC GCT ATG-3` 
5`-CCT CCG ACT TGT GAA GTG GT-3` 
PCR-Produkt Größe: 176 bp 
MCP-1 forward 
reverse 
 
5`-CCC AAT GAG TAG GCT GGA GA-3` 
5`-GCT GAA GAC CTT AGG GCA GA-3` 
PCR-Produkt Größe: 210 bp 
MIP-1α forward 
reverse 
 
5`-ACC ATG ACA CTC TGC AAC CA-3` 
5`-CCC AGG TCT CTT TGG AGT CA-3` 
PCR-Produkt Größe: 202 bp 
ICAM-1 forward 
reverse 
 
5`-AGG GCT GGC ATT GTT CTC TA-3` 
5`-CTT CAG AGG CAG GAA ACA GG-3` 
PCR-Produkt Größe: 158 bp 
COX-2 forward 
reverse 
 
5`-CCT GAT CCT GGT TTT GTG CT-3` 
5`-TCT GCA GTC CAG GTT CAA TG-3` 
PCR-Produkt Größe: 205 bp 
 
Tabelle 2: Aufstellung der Primer für die real-time RT-PCR. 
 
 
Reagenz Konzentration Menge 
SYBR Green MM 2x 5 µl 
Forward Primer 5 µM 0,5 µl 
Reverse Primer 5 µM 0,5 µl 
gDNA  6,25 ng 
H2O steril  ad 10 µl 
 
Tabelle 3: Ansatz für 10 µl Reaktionsvolumen der SYBR Green RT-PCR. 
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Die Reaktionsansätze wurden in 384-well Platten31 in einem Endvolumen von 10 µl 
pipettiert und die DNA wurde in einem AbiPrism 7900 HT cycler32 amplifiziert. Das 
Temperaturprofil der PCR-Reaktion ist in Tabelle 4 dargestellt. 
 
Zyklus Vorgang Temperatur Zeit 
1 Zyklus AmpErase® UNG – Verdau 50 °C 5 min 
Polymeraseaktivierung 95 °C 2 min 
Annealing und Elongation 60 °C 1 min 
2-40 Zyklus Denaturierug 95 °C 15 s 
Annealing und Elongation 60 °C 1 min 
 
Tabelle 4: Temperaturprofil der Real-Time PCR. 
 
Die Versuchsbedingungen wurden wie vom Hersteller empfohlen eingehalten. Alle 
Proben wurden jeweils in Triplikaten angesetzt und hieraus ein Mittelwert gebildet. Die 
Daten der real-time PCR wurden graphisch als ∆Rn des Fluoreszenzsignals gegen die 
Zyklus-Anzahl aufgetragen. Hierbei wurde für jede Probe der so genannte CT-Wert 
automatisch ermittelt. Der CT-Wert bezeichnet jene Zykluszahl, bei der zum ersten Mal 
ein bestimmter Schwellenwert der durch die PCR-Amplifikation entstandenen 
Fluoreszenz erreicht wird. Ebenso wurden bei jedem PCR-Lauf die CT-Werte bekannter 
Template-Verdünnungen (Standardverdünnungen) ermittelt und eine Standardkurve 
konstruiert, anhand derer man aus dem CT-Wert jeder Probe durch Interpolierung auf 
die zugehörige Konzentration schließen konnte33.  
2.8 Isolierung von genomischer DNA (gDNA) und Allelic-discriminating (AD) 
TaqMan-PCR 
Die für die Genotypisierung notwendige gDNA wurde aus den Schwanzbiopsien mit dem 
DNeasy Tissue Kit34 wie vom Hersteller empfohlen extrahiert. Dann wurden Aliqots       
                                            
31 384-well PCR plate, ABgene House, Epsom, UK 
32 AbiPrism 7900 HT cycler, Applied Biosystems, Darmstadt 
33 AbiPrism 7900 HT User Bulletin 2 (SDS 2.0 Software), Applied Biosystems, Darmstadt 
34 DNeasy Tissue Kit, Qiagen, Hilden 
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(2 µl) der gDNA-Proben mit Hilfe eines Spektrophotometers24 qualifiziert (260/280 nm-
Quotient) und quantifiziert (Konzentration ng/µl).  
Aliquotierte gDNA wurde in einer Allelic-discriminating (AD) TaqMan-PCR eingesetzt, 
um die zwei verschiedenen Allele des CSF-1 Gens (Wildtyp und/oder Mutante) in jeder 
Probe zu identifizieren. Hierzu wurde ein spezifischer mCSF-1 SNP - "Assay-by-Design" 
der Firma Applied Biosystems verwendet35. Dieser Assay enthält die normalen zwei 
Primer für die Amplifikation der betreffenden CSF-1 Sequenz sowie zwei Oligonukleotid-
Sonden (TaqMan MGB-Probes) zur Detektion der untersuchten Sequenzen der beiden 
CSF-1 Allele (Tabelle 5). 
 
CSF-1-Gen Sequenz 
Primer 5`-CTG GAT GAT CCT GTT TGC TAC CTA A-3` 
(forward) 
5`-GCG CAT GGT CTC ATC TAT TAT GTC T-3` 
(reverse) 
VIC-Sonde 
(Mutation) 
5`-AAG GCC TTT TTT TCT GGT ACA-3` 
FAM-Sonde 
(Wildtyp) 
5`-AAG GCC TTT TTT CTG GTA CA-3` 
 
Tabelle 5: Aufstellung der Primer- und Sondensequenzen für die AD TaqMan-PCR. 
 
Die Sonden sind am 5´-Ende mit unterschiedlichen Reporterfarbstoffen markiert, die 
Mutationssonde mit VIC®, die Wildtyp-Sonde mit FAMTM, deren Fluoreszenz durch die 
räumliche Nähe eines am 3´-Ende platzierten nicht-fluoreszierenden Quencher 
unterdrückt wird. Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz-Energie-Transfer (FET) 
bezeichnet (Förster, 1948; Lakowicz, 1988). Durch den am 3´-Ende befindlichen MGB 
(Minor Groove Binder) binden diese Sonden in die kleine Furche der DNA, wodurch 
deren Schmelztemperatur (Tm) erhöht wird. Aus diesem Grund ist auch bei kürzeren 
Sonden eine hohe Präzision der AD-PCR möglich (Afonina et al., 1997). 
                                            
35 Assays-by-DesignSM, Applied Biosystems, Darmstadt 
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Hybridisiert die Wildtyp- oder die Mutationssonde perfekt an komplementäre DNA 
(match), so wird sie bei der Neustrang-Synthese (Primer Extension) während der PCR 
durch die 5’-Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase hydrolysiert. Hierbei wird der 
Reporter vom Quencher getrennt, was zu einer Zunahme der entsprechenden 
Reporterfluoreszenz führt. Wenn im umgekehrten Fall die Sonde aufgrund eines 
Basenfehlers (mismatch) nicht hybridisiert, bleibt sie intakt und die Fluoreszenz des 
Reporterfarbstoffs bleibt weiterhin durch den Quencher unterdrückt (Livak et al., 1995) 
(Abbildung 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Korrekte Paarung (match) und Fehlpaarung (mismatch) zwischen DNA-Zielsequenz und 
Oligonukleotid-Sonden in dem mCSF-1 SNP – Assay-by-Design35 mit Zunahme der entsprechenden 
Reporterfluoreszenz im Falle einer perfekten Hybridisierung. (Mit freundlicher Erlaubnis von Applied 
Biosystems LCC) 
 
 
 
27 
Die AD-PCR wurde unter Verwendung von TaqMan® Universal PCR Master Mix36 
ebenso auf dem AbiPrism 7900 HT Sequence Detection System durchgeführt32. Bei 
TaqMan® Universal PCR Master Mix handelt es sich um einen optimierten Puffer, der 
außer den Primern, den Sonden und der zu untersuchenden gDNA alle notwendigen 
Substanzen enthält.  
Die PCR-Amplifikation wurde in einem 10 µl Reaktionsansatz durchgeführt wie in 
Tabelle 6 aufgeführt. Der Reaktionsansatz wurde in Triplikaten (10 µl pro Kavität) auf 
die 96 Well-Platte37 aufgetragen und nach dem gleichen Amplifikationsprogramm, wie 
unter 2.7 beschrieben, inkubiert. Hier wurde jedoch zur optimalen Hybridisierung der 
Oligonukleotid-Sonden gemäß Herstellerempfehlung die Temperatur für Annealing und 
Elongation auf 62 °C angehoben.  
 
Reagenz Konzentration Menge 
Universal MM 2x 5 µl 
CSF-1 AbD Mix 40x 0,25 µl 
H2O steril  2,25 µl 
gDNA 2 ng/µl 2,5 µl 
 
Tabelle 6: Ansatz für 10 µl Reaktionsvolumen der AD-PCR. 
 
Als Positivkontrolle für die Wildtyp-Allele wurde gDNA aus C57BL/6-Mäusen verwendet, 
für die Mutationsallele entsprechend gDNA aus Osteopetrosis- (CSF-1op/CSF-1op) 
Mäusen. Auf jede 96-well Platte wurden jeweils zwei von o.g. Positivkontrollen und 
jeweils eine Negativ-Kontrolle (2,5 µl H2O statt Proben-DNA) pipettiert.  
Nach Beenden der PCR erfolgte ein Plate-Read-Lauf, wobei für jede Probe die 
Endfluoreszenz der beiden Reporterfarbstoffe bestimmt und zweidimensional dargestellt 
wurde (Abbildung 3). Wenn nur Wildtyp-DNA vorlag, entstand nur Fluoreszenz entlang 
der y-Achse, wenn nur mutierte DNA vorlag, entstand nur Fluoreszenz entlang der x-
                                            
36 TaqMan® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, Darmstadt 
37 96-well PCR plate, ABgene House, Epsom, UK 
 
28 
Achse. Bei heterozygoter DNA entstand Fluoreszenz von beiden Typen und die 
entsprechenden Datenpunkte lagen in der Mitte.  
 
 
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Ergebnisse der AD-PCR. Folgende Genotypen können 
differenziert werden: homozygote Osteopetrosis-Mutante (Allele X), homozygoter Wildtyp (Allele Y), 
Heterozygotie (Both), Negativ-Kontrolle (NTC). 
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2.9 Funktionelle Untersuchungen 
2.9.1 In vitro Muskelkontraktilität 
Die bereits vorbereiteten Muskelstreifen wurden in einem standardisierten Organbad mit 
präoxygenierter (95 % O2/5 % CO2), temperierter (37±0,5 °C) KRB perfundiert 
(Abbildung 4). Die Organbad-Temperatur wurde hierfür mit einem Thermostat38 
geregelt. Dann wurde das eine Ende des Muskels an einer Stahlnadel am Boden fixiert 
und das andere mit Hilfe der Schlaufe an einem Kraftüberträger39 befestigt. Nach einer 
Äquilibrierungsphase von ca. einer Stunde erfolgte eine schrittweise Dehnung des 
Muskels, die der Ermittlung der Länge der maximalen spontanen Kontraktionskraft (L0) 
diente. Nach optimaler Vorspannung wurde dem Bad der muskarine Agonist 
Bethanechol40 in steigender Dosierung (0,1 - 300 µM) zugesetzt und die 
Muskelkontraktionen online über die Zeit aufgezeichnet. Hierzu diente ein 
Analog/Digital-Wandler und ein Computersystem41. Die Perfusion der Muskelpräparate 
erfolgte für jeweils 10 Minuten mit Bethanechol-haltiger KRB, gefolgt von einer 10-
minütigen Waschphase mit KRB. Die Analyse der ermittelten Dosis-Wirkungskurven 
erfolgte durch die integrierte Software, und die Muskelkontraktilität wurde in 
Gramm/mm2/Sekunde berechnet. Hierzu wurden nach Beendigung des Versuchs Länge 
und Gewicht des Muskelstreifens bestimmt und mit der Formel (Gewicht(mg)/1,03 x 
Länge (mm)) in mm2 umgerechnet (Eskandari et al., 1997). 
2.9.2 Gastrointestinaler Transit 
Die Messung des gastrointestinalen Transits erfolgte bei Kontrollen als auch bei 
manipulierten Tieren 24 Stunden postoperativ nach intragastrischer Gabe von 
fluoreszenz-markiertem Dextran (FITC- Dextran)42. Hierzu wurde den Mäusen unter 
Narkose4 150 µl FITC-Dextran-Lösung (12.5 mg FITC-Dextran/ml NaCl43) intragastrisch  
                                            
38 Ecoline RE 306, LAUDA, Lauda-Königshofen 
39 WPI, Sarasota, USA 
40 Bethanechol, Sigma, Darmstadt 
41 Acknowledge A/D Programm, Biopac Systems, Santa Barbara, CA, USA 
42 dextran, fluorescein isothiocyanate, 70.000 MW, anionic, Molecular Probes, Leiden, Niederlande 
43 NaCl 0,9%, Delta-Pharma GmbH, Pfullingen 
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Abb. 4: Aufbau zur in vitro Kontraktilitätsmessung. Im Organbad wurde das eine Ende der Muskelstreifen 
durch eine Fadenschlaufe am Kraftaufnehmer befestigt, das andere Ende wurde mit einer Stahlnadel am 
Boden fixiert. Durch dauerhaften Zu- und Abfluss von präoxygenierter (95 % O2/5 % CO2), temperierter 
(37±0,5 °C) KRB wurde der Muskel perfundiert und der muskarine Agonist Bethanechol ein- bzw. 
ausgewaschen. Die Kontraktilität wurde über Direktleitung auf einem Computer online aufgezeichnet. 
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verabreicht. Den Osteopetrosis-Mäusen (CSF-1op/CSF-1op) wurde gewichtsadaptiert 
entsprechend 75 µl der FITC-Dextran-Lösung gegeben. Nach 90 Minuten wurden die 
Tiere erneut anästhesiert4, der gesamte Gastrointestinaltrakt wurde entnommen und in 
15 Segmente unterteilt (Magen, 10 gleich große Dünndarmsegmente, Zökum und          
3 gleich große Kolonsegmente). Jedes Segment wurde komplett aufgeschnitten und in     
2 ml Reaktionsgefäße44 überführt, die jeweils 600 µl KRB enthielten. Damit der gesamte 
Segmentinhalt in Lösung ging, wurden die Reaktionsgefäße für ca. 20 Sekunden 
gevortext. Die Proben wurden anschließend bei 3.000 U/min für 5 Minuten zentrifugiert45 
und 350 µl des Überstandes in 1,7 ml Reaktionsgefäße44 überführt. Diese wurden dann 
bei 12.000 U/min für 5 Minuten zentrifugiert45 und 100 µl des Überstandes der jeweiligen 
Probe in eine Multi-well Fluoreszenzplatte pipettiert46.  
Alle Proben wurden in Doppelbestimmungen angesetzt und analysiert. Die Ermittlung 
der Fluoreszenz erfolgte durch einen Multidetektion-Reader47, wobei die Wellenlänge für 
die Absorption 494 nm und für die Emission 521 nm betrug.  
Zur Auswertung wurde der prozentuale Fluoreszenz-Anteil in jedem Segment bezogen 
auf die Gesamtfluoreszenz berechnet und dann das Geometric Center (GC) als Maß für 
den gastrointestinalen Transit mit folgender Formel ausgerechnet: 
 
GC = ∑ (% an der gesamten Fluoreszenz im Segment × Segmentnummer) / 100 
 
Somit konnte das GC Werte zwischen 1 (Segment 1 = Magen) und 15 (Segment 15 = 
distales Kolon) annehmen. 
2.10 Chemikalien, Lösungen, Substanzen 
Die Puffer für gebrauchsfertige Kits wurden, wie vom Hersteller geliefert, benutzt. Ihre 
Zusammensetzung ist aus den entsprechenden Bedienungsanleitungen ersichtlich und 
hier nicht weiter aufgeführt. Die Krebs-Ringer-Lösung wurde nach einem 
standardisierten Verfahren hergestellt und war wie folgt zusammengesetzt (mmol/l):  
                                            
44 Safe-Lock-Reaktionsgefäße, Eppendorf, Hamburg 
45 Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg 
46 96 Well Microplate black, Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen 
47 Safire, Tecan, Crailsheim 
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Na+ 137,4; K+ 5,9; Ca2+ 2,5; Mg2+ 1,2; Cl- 134; HCO3- 15,5; HPO4- 1,2 und Glucose 11,5. 
Natriumchlorid und Kaliumchlorid wurden von Merck, Darmstadt bezogen. 
Calciumchloriddihydrat, Magnesiumchloridhexahydrat, Natriumphosphat (monohydrat), 
Natriumbicarbonat und Glucose stammten von Sigma, Taufkirchen. Die Chemikalien 
wurden in bidestilliertem Wasser gelöst und die Lösung wurde präoxygeniert               
(95 % O2/5 % CO2), um einen pH von 7,4 zu erreichen. 
Die Antikörper-Verdünnungslösung setzte sich aus 0,05 M PBS10, 0,2% Kälberserum-
Albumin48, 1000 U/ml Penicillin G und 1000 μg/ml Streptomycin11 zusammen.  
2.11 Statistik 
Berechnet wurden die Mittelwerte und das SEM. Die statistische Auswertung der Daten 
erfolgte anhand des ungepaarten Student t-Test und two-way ANOVA mit 
Signiffikanzniveau bei p<0,05 (*), p<0,01 (**) oder p<0,001 (***), gefolgt von einem 
Bonferoni post-test. 
                                            
48 Bovine Serum Albumin, Sigma, Steinheim 
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3 Ergebnisse 
Die chirurgischen Eingriffe wurden von den Mäusen problemlos toleriert, die Tiere 
erholten sich postoperativ rasch und zeigten normale Aktivität und 
Flüssigkeitsaufnahme. Postoperative Komplikationen im Sinne einer Blutung, 
Darmperforation oder Peritonitis wurden nicht beobachtet, die Letalität in allen Gruppen 
betrug 0 %. 
3.1 Genotypisierung 
Wie beschrieben (Cecchini et al., 1994; Ryan et al., 2001) wiesen die heterozygoten 
Nachkommen (+/CSF-1op) einen normalen Phänotyp auf und ließen sich erst nach 
Genotypisierung von den Wildtyptieren (+/+) unterscheiden. Die Osteopetrosis-Mäuse 
(CSF-1op/CSF-1op) konnten schon nach ca. 10 Tagen anhand typischer morphologischer 
Merkmale (Marks and Lane, 1976) phänotypisch erkannt werden: fehlender Durchbruch 
der Schneidezähne, kuppelförmiger Schädel, Wachstumsretardierung (Abbildung 5). 
Alle nach phänotypischen Kriterien als osteopetrotisch identifizierten Mäuse konnten 
auch nach Genotypisierung bestätigt werden. 
 
A B C
Heterozygot / 
Wildtyp 25 - 30 g
Osteopetrosis 10 - 15 g
 
 
Abb. 5: Im Alter von 2 Wochen ist der fehlende Durchbruch der Schneidezähne und der kuppelförmige 
Schädel der Osteopetrosis-Mäuse (CSF-1op/CSF-1op) (B) im Vergleich zu den heterozygoten (+/CSF-1op) 
und Wildtyp-Mäusen (+/+) (A) eindeutig sichtbar. Im Alter von 6 Wochen (C) ist die 
Wachstumsretardierung der Osteopetrosis-Mäuse (CSF-1op/CSF-1op) noch deutlicher. 
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3.2 Histologie 
3.2.1 Kontrolluntersuchungen 
In der Muskularis der Kontrolltiere waren kaum MPO+-Zellen (PMN) vorhanden: 
0.1±0.01 Zellen pro Gesichtsfeld, 200x für heterozygote (+/CSF-1op), resp. 0.3±0.01 für 
Wildtyp- (+/+) und 0.0±0 für Osteopetrosis-Mäuse (CSF-1op/CSF-1op) (Abbildung 6).  
 
E
D
F
A
C
B
 
Abb. 6: Myeloperoxidase-Histochemie von Muskularis-Präparaten der Maus. In der Muskularis der 
Wildtyp- (+/+) (A), der heterozygoten (+/CSF-1op) (C) und Osteopetrosis-Kontrolltiere (CSF-1op/CSF-1op) 
(E) sind kaum MPO+-Zellen vorhanden. 24 Stunden nach Manipulation ist die Muskularis der Wildtyp- 
(+/+) (B) und der heterozygoten (+/CSF-1op) (D) Tiere dicht mit PMN besiedelt. Im Gegensatz dazu führt 
die Manipulation bei der Osteopetrosis-Gruppe (CSF-1op/CSF-1op) (F) jedoch lediglich zu einer geringen 
Infiltration. Vergrößerung A - F 100-fach. 
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Abb. 7: Immunhistochemische Färbung der Dünndarmmuskularis eines heterozygoten (+/CSF-1op) (A) 
und eines Osteopetrosis-Kontrolltiers (CSF-1op/CSF-1op) (B) mit einem spezifischen Antikörper gegen 
Makrophagen (F4/80). Zu erkennen ist das dichte Netzwerk der residenten Makrophagen mit deutlich 
sichtbaren Dendriten (A). Bei der Osteopetrosis-Mutante werden keine Makrophagen detektiert. 
Aufnahme mit einem Fluoreszenzmikroskop, Vergrößerung A + B 200-fach. 
 
Immunhistochemische Färbungen der Dünndarm-Muskularis mit Antikörpern gegen 
Gewebsmakrophagen (F4/80) konnten bei heterozygoten (+/CSF-1op) und Wildtyp- (+/+) 
Kontrolltieren das charakteristische dichte Netzwerk der residenten Muskularis-
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Makrophagen nachweisen, das bei den homozygoten (CSF-1op/CSF-1op) Mäusen nicht 
vorhanden war (Abbildung 7).  
3.2.2 Auswirkungen der chirurgischen Manipulation 
Das Bild der zahlenmäßig geringen Präsenz bzw. Abwesenheit von Leukozyten in der 
Muskularis bei den Kontrolluntersuchungen änderte sich nach erfolgter 
Darmmanipulation erheblich. Infolge der chirurgischen Manipulation nahm 24 Stunden 
postoperativ die Anzahl MPO+-Zellen in der Muskularis bei allen Tieren massiv zu. Bei 
der histochemischen Untersuchung färbten sich nach 10 Minuten Inkubationszeit mit 
Hanker-Yates-Reagenz große ovale Zellen intensiv braun, die als polymorphkernige 
Neutrophile (PMN) identifiziert wurden (Abbildung 6). Diese zeigten aktive Zeichen der 
Degranulation, die insbesondere in Arealen dichter Infiltration bei höherer Vergrößerung 
erkennbar waren. Die extrazellulären Granula befanden sich als dunkler perizellulärer 
Saum in enger Beziehung zu den PMN (Abbildung 8).  
 
 
 
Abb. 8: Myeloperoxidase-Histochemie von Muskularis-Präparat einer heterozygoten Maus 24 Stunden 
nach Manipulation. Sichtbar sind MPO+-Zellen (PMN) mit dunklem Randsaum. Es handelt sich um 
degranulierte polymorphkernige Neutrophile, deren Myeloperoxidase-Granula bei 200-facher 
Vergrößerung deutlich erkennbar sind.  
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Nach Auszählung zeigte sich bei allen manipulierten Tieren ein signifikanter Anstieg der 
Phagozyten in der Muskularis im Vergleich zu nicht manipulierten Tieren. Bei den 
Makrophagen-depletierten Osteopetrosis-Mäusen war diese Zunahme signifikant 
geringer (43-fach vs. 180-fach +/+ und 176-fach +/CSF-1op) (Abbildung 9).  
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Abb. 9: Neutrophilenzahl in der intestinalen Muskularis der verschiedenen Untersuchungsgruppen. Bei 
den Kontrolltieren konnten nur ganz vereinzelt neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden. Nach 
chirurgischer Darmmanipulation kam es zu einer massiven Zunahme der Neutrophilenzahl. Im Vergleich 
zu den Wildtyp- (+/+) (72,3±4,41 Zellen pro Gesichtsfeld, 200x) und heterozygoten (+/CSF-1op) 
(70,7±1,46) Tieren war diese Zunahme bei den Osteopetrosis-Mäusen (CSF-1op/CSF-1op) (17,2±3,0) 
signifikant geringer. Mittelwert und SEM, n=5/Gruppe, ***p<0,001. 
 
Die genetische Depletion der residenten Muskularis-Makrophagen führte demnach zu 
einer signifikant geringeren postoperativen Leukozyten-Rekrutierung in die 
Darmmuskularis. 
3.3 Zytokin-Expression 
In unseren Vorarbeiten hatten wir den kausalen Zusammenhang zwischen der 
Muskularisinfiltration und der Muskelfunktion nach chirurgischer Manipulation erbracht 
und die Hypothese aufgestellt, dass die residenten Makrophagen einen initiierenden 
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Einfluss in der Entwicklung der posttraumatischen Entzündungsvorgänge der glatten 
Darmmuskulatur haben (Kalff et al., 1998a). Letztere sind potente Immunzellen und 
sezernieren bekanntermaßen inflammatorische Mediatoren und Zytokine und bewirken 
somit die Induktion von zellulären Adhäsionsmolekülen (De Caterina et al., 1995; 
Nathan, 1987). Daher haben wir in dieser Versuchsreihe die mRNA Expression von 
Makrophagen-Aktivierungsmarker (MIP-1α), inflammatorischen Mediatoren und 
Zytokinen (COX-2, IL-6), Chemokinen (MCP-1) und Adhäsionsmolekülen (ICAM-1) in 
der isolierten Darmwandmuskulatur zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht 
(Kontrollen, 3 und 24 Stunden nach Manipulation).  
3.3.1 Makrophagenaktivierung 
Bei Kontrolltieren wurden nur geringgradige basale Expressionen des Makrophagen-
Aktivierungsmarker MIP-1α nachgewiesen. Postoperativ kam es bei heterozygoten 
(+/CSF-1op) Tieren sehr schnell innerhalb von drei Stunden zu einer starken 
Aufregulation von MIP-1α (41-fach). Bei Osteopetrosis-Mäusen (CSF-1op/CSF-1op) war 
die MIP-1α Expression nicht signifikant aufreguliert (Abbildung 10).  
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Abb. 10: mRNA-Expression des Zytokins MIP-1α in der Dünndarmmuskularis nach Manipulation. Im 
Gegensatz zu heterozygoten Mäusen (+/CSF-1op) zeigten die Osteopetrosis-Mäuse (CSF-1op/CSF-1op) 
keine Aufregulierung von MIP-1α. 3 Stunden nach chirurgischem Trauma. Analyse mit quantitativer PCR 
im Vergleich zu Kontrolltieren. Mittelwert und SEM, n=5/Gruppe, ***p<0,001. 
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3.3.2 Inflammatorische Mediatoren und Enzyme 
Das prototypische proinflammatorische Zytokin Interleukin-6 (IL-6) zeigte bei 
heterozygoten (+/CSF-1op) Tieren eine signifikante Aufregulierung in der Muskularis 3 
Stunden nach Manipulation (2365-fach) um nachfolgend nach 24 Stunden auf 
Kontrollniveau abzufallen. Diese Aufregulierung war deutlich geringer (3 Stunden: 673-
fach) bei den homozygoten Mutanten (CSF-1op/CSF-1op) (Abbildung 11).  
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Abb. 11: mRNA-Expression des Zytokins IL-6 in der Dünndarmmuskularis nach Manipulation. Im 
Vergleich zu heterozygoten Mäusen (+/CSF-1op) war bei den Osteopetrosis-Mäusen (CSF-1op/CSF-1op) 
die IL-6 Aufregulierung nach chirurgischem Trauma deutlich vermindert. Analyse mit quantitativer PCR im 
Vergleich zu Kontrolltieren. Mittelwert und SEM, n=5/Gruppe, ***p<0,001. 
 
Die mRNA-Expression des proinflammatorischen Mediators COX-2, die bei 
Kontrolltieren lediglich Basis-Werte aufwies, zeigte 3 Stunden nach Darmtrauma eine 
signifikante Zunahme, welche bei den Osteopetrosis-Mäusen (CSF-1op/CSF-1op) 
wiederum deutlich geringer ausgeprägt war (28-fach) im Vergleich zu den heterozygoten 
(+/CSF-1op) Tieren (64-fach). Innerhalb von 24 Stunden fiel die COX-2 Expression auf 
Kontrollwerte ab (Abbildung 12).  
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Abb. 12: mRNA-Expression von COX-2 in der Dünndarmmuskularis nach Manipulation. Die COX-2 
Aufregulierung nach chirurgischem Trauma war bei Osteopetrosis-Mäusen (CSF-1op/CSF-1op) signifikant 
niedriger als bei heterozygoten Mäusen (+/CSF-1op). Analyse mit quantitativer PCR im Vergleich zu 
Kontrolltieren. Mittelwert und SEM, n=5/Gruppe, ***p<0,001. 
3.3.3 Chemokine und Adhäsionsmoleküle 
Wie bereits nachgewiesen, resultiert die chirurgische Dünndarmmaniulation in einer 
massiven Rekrutierung inflammatorischer Zellen in die intestinale Muskularis (Kalff et 
al., 1998a; Kalff et al., 2003). Bei dieser Zellenrekrutierung spielen das intrazelluläre 
Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) und das Monozyten-chemoattraktive Protein-1 (MCP-1) 
eine zentrale Rolle (Kalff et al., 1999b; Türler et al., 2002). Die heterozygoten Tiere 
(+/CSF-1op) zeigten eine signifikante Aufregulierung von ICAM-1 in der Muskularis 3 
Stunden nach Manipulation (29,6-fach), die Osteopetrosis-Mäuse (CSF-1op/CSF-1op) 
jedoch nicht (Abbildung 13). Die MCP-1 mRNA Expression demonstrierte nach 3 
Stunden bei beiden Tiergruppen eine signifikante Zunahme, diese war jedoch deutlich 
geringer bei den homozygoten Mutanten (CSF-1op/CSF-1op) (15,4-fach) im Vergleich zu 
den Heterozygoten (+/CSF-1op) (288,8). Nach 24 Stunden waren die MCP-1 mRNA 
Spiegel beider Tiergruppen weiterhin erhöht gegenüber Kontrollwerten (Abbildung 13). 
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Abb. 13: Expression von ICAM-1 and MCP-1 mRNA in der Dünndarmmuskularis nach Manipulation. Bei 
den Osteopetrosis-Mäusen (CSF-1op/CSF-1op) kommt es zu einem dramatischen Abfall der ICAM-1 and 
MCP-1 Expression 3 Stunden nach intestinaler Manipulation. Analyse mit quantitativer PCR im Vergleich 
zu Kontrolltieren. Mittelwert und SEM, n=5/Gruppe, ***p<0,001. 
 
In der Zusammenschau der PCR- und Immunhistochemie-Ergebnisse führt das 
genetisch bedingte Fehlen der Muskularis-Makrophagen bei der Osteopetrosis-Maus zu 
einer deutlichen Minderung der lokalen Entzündung der Darmmuskulatur auf 
molekularer Ebene. 
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3.4 Funktionelle Untersuchungen 
Es ist bereits nachgewiesen, dass zwischen der Zunahme des zellulären Infiltrates und 
der Abnahme der Muskelfunktion eine graduelle und zeitliche Korrelation besteht (Kalff 
et al., 1998a; Kalff et al., 1998b). Auch in dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der 
intestinalen Manipulation unter funktionellen Aspekten betrachtet. Bei den in vitro und   
in vivo Messungen der Muskelaktivität wurde ein besonderer Augenmerk auf die Folgen 
der herabgesetzten postoperativen Entzündungsreaktion in der Makrophagen-
depletierten Muskularis der Osteopetrosis-Maus (CSF-1op/CSF-1op) gelegt.  
3.4.1 In vitro Muskelkontraktilität 
Die Muskelstreifen von Kontrolltieren wiesen regelmäßige, monophasische 
Kontraktionen mit einer Frequenz von 40±1,7 Aktionen/Minute auf (n=5-6). Die 
Stimulierung der Kontrollmuskelstreifen mit dem muskarinen Agonisten Bethanechol 
resultierte in einem Anstieg der Kontraktionen mit großen, regelmäßigen Amplituden. 
Bei den deutlich kleineren und leichteren Osteopetrosis-Mäusen waren der Darm und 
die WM kleiner dimensioniert. Entsprechend kleiner und leichter waren die präparierten 
Muskelstreifen zur Kontraktilitätsmessung (Osteopetrosis: 4,04±0,7 mm, 0,26±0,09 g; 
Wildtyp: 5,67±0,9 mm, 0,44±0,16 g; Heterozygot: 5,13±0,9 mm, 0,36±0,16 g) und die 
Osteopetrosis-Tiere (CSF-1op/CSF-1op) wiesen eine insgesamt schwächere Kontraktion 
auf als Wildtyp- (+/+) und heterozygote (+/CSF-1op) Tiere (Osteopetrosis: 0,59±0,07; 
Wildtyp: 1,17±0,10; Heterozygot: 1,07±0,15 g/mm2/s bei 100 µM Bethanechol).  
Die Muskelkontraktionen waren in allen operierten Gruppen geringer im Vergleich zu 
unbehandelten Kontrollen. Ein signifikanter Abfall der Kontraktionskraft zeigte sowohl 
die spontane Muskelaktivität als auch die stimulierten Kontraktionen (Osteopetrosis: 
0,51±0,06; Wildtyp: 0,69±0,12; Heterozygot: 0,68±0,05 g/mm2/s bei 100 µM 
Bethanechol). Bei den Osteopetrosis-Mäusen (CSF-1op/CSF-1op) war diese Minderung 
der Muskelfunktion nach Darmmanipulation signifikant geringer (Osteopetrosis 13,6% 
vs. Wildtyp 41% und Heterozygot 36,4%). Abbildung 14 demonstriert die Dosis-
Wirkungskurven für die einzelnen Gruppen. 
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Abb. 14: Dosis-Wirkungs-Kurven der Kontraktionskraft zirkulärer Muskelstreifen des Maus-Jejunums zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach chirurgischer Manipulation. Unter steigenden Konzentrationen des 
muskarinen Agonisten Bethanechol kam es zu einem Anstieg der Kontraktionskraft bei Wildtyp- (+/+), 
heterozygoten (+/CSF-1op) und Osteopetrosis-Tieren (CSF-1op/CSF-1op). Die Darmmanipulation führte zu 
einem Abfall der Muskelkontraktilität (A). Dieser dramatische Abfall konnte bei der makrophagenarmen 
Mutante (CSF-1op/CSF-1op) verhindert werden und die Kontraktionskraft blieb fast auf Kontrollniveau (B). 
Kontraktionskraft gemessen in Gramm/mm2/Sekunde unter steigender Konzentration von Bethanechol 
(0,1 - 300 µM). Mittelwert und SEM, n=5/Gruppe. 
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3.4.2 Gastrointestinaler Transit 
Alle Kontrolltiere zeigten normale Transitzeiten, das fluoreszierende Dextran wurde bis 
zum distalen Ende des Darmes transportiert. Das GC lag für die Wildtyp- (+/+), 
heterozygoten (+/CSF-1op) und Osteopetrosis-Mäuse (CSF-1op/CSF-1op) entsprechend 
bei den Segmenten 11,11±0,19, 10,90±0,46 und 12,04±0,22 (Abbildung 15).  
Die intestinale Manipulation bewirkte einen signifikant verlangsamten Transit bei 
Wildtyp- (+/+) und heterozygoten (+/CSF-1op) Mäusen mit einem Maximum des 
Fluoreszenzsignals im proximalen Darmbereich (GC 3,23±0,30 resp. 4,74±0,35). Bei 
den Osteopetrosis-Tieren (CSF-1op/CSF-1op) zeigte sich dagegen bei normaler 
Transitzeit (GC 10,09±0,70) keine signifikante Auswirkung des chirurgischen 
Darmtraumas (Abbildung 15).  
Die Abwesenheit der residenten Muskularis-Makrophagen führte demnach zu einer 
Normalisierung der postoperativen Motilitätstörung in vivo.  
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Abb. 15: Bestimmung des GIT durch Messung der prozentualen Verteilung von nicht-resorbierbarem, 
fluoreszenzmarkiertem Dextran im Magen-Darm-Trakt 1,5 Stunden nach oraler Gabe. Bei Wildtyp- (+/+) 
(A) und heterozygoten (+/CSF-1op) (B) Mäusen wurde der Transit 24 Stunden nach intestinaler 
Manipulation signifikant verzögert (GC = 3,23 resp. 4,74). Bei den Osteopetrosis- (CSF-1op/CSF-1op) 
Tieren (C) wurde der Transit nach Manipulation nicht signifikant verändert (GC = 10,09) im Vergleich zu 
Kontrolltieren (GC = 12,04). Mittelwert und SEM, n=5-8/ Gruppe, *p<0,05, p**<0,01, ***p<0,001.  
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Abb. 15: Bestimmung des GIT durch Messung der prozentualen Verteilung von nicht-resorbierbarem, 
fluoreszenzmarkiertem Dextran im Magen-Darm-Trakt 1,5 Stunden nach oraler Gabe. Bei Wildtyp- (+/+) 
(A) und heterozygoten (+/CSF-1op) (B) Mäusen wurde der Transit 24 Stunden nach intestinaler 
Manipulation signifikant verzögert (GC = 3,23 resp. 4,74). Bei den Osteopetrosis- (CSF-1op/CSF-1op) 
Tieren (C) wurde der Transit nach Manipulation nicht signifikant verändert (GC = 10,09) im Vergleich zu 
Kontrolltieren (GC = 12,04). Mittelwert und SEM, n=5-8/ Gruppe, *p<0,05, p**<0,01, ***p<0,001.  
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4 Diskussion 
Die chirurgisch-induzierte Darmatonie ist eine sehr häufige und bis heute unvermeidbare 
Konsequenz abdomineller Eingriffe, die für postoperative Beschwerden verantwortlich ist 
und zur Verlängerung des Krankenhausaufenthalts führt. Aufgrund der erheblichen 
klinischen und ökonomischen Relevanz hat sich in den letzten Jahren das Verständnis 
der Pathophysiologie des postoperativen Ileus deutlich erweitert, jedoch ist über den 
zugrundeliegenden initialen Mechanismus wenig bekannt.  
Viele Hypothesen beschäftigen sich hauptsächlich mit den neuralen Abläufen in den 
ersten postoperativen Stunden nach Darmmanipulation (Barquist et al., 1997; 
Boeckxstaens et al., 1993; De Winter et al., 1997; Plorude et al., 1993; Taché et al., 
1993) und sind nicht ausreichend, um den klinisch-relevanten Funktionsverlust der 
glatten Darmmuskulatur, der sich über viele Stunden bis Tage erstreckt, zu erklären.  
In unseren vorangegangenen Arbeiten wurde jedoch gezeigt, dass die lange Phase der 
funktionellen Einschränkung der Darmmotilität durch eine posttraumatische, innerhalb 
der intestinalen Muskularis lokalisierte Entzündungsreaktion verursacht wird (Kalff et al., 
1998a; Kalff et al., 1999a; Kalff et al., 1999b). Weiterhin wurde postoperativ eine 
frühzeitige Aktivierung der ortsständigen Muskularis-Makrophagen mit der Freisetzung 
einer Vielzahl potenter proinflammatorischer Mediatoren in die glatte Muskulatur 
festgestellt (Kalff et al., 2003; Kalff et al., 1998b; Wehner et al., 2005). Auf Grund dieser 
Beobachtungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass dem residenten Netzwerk von 
Muskularis-Makrophagen eine herausragende Rolle in Bezug auf die postoperative 
Darmmotilität zukommt. 
In der vorliegenden Studie konnte diese Hypothese mit Hilfe des Osteopetrosis-
Mausmodels untersucht und bestätigt werden. Die genetisch bedingte vollständige 
Depletion der Muskularis-Makrophagen führt zu einer signifikanten Reduktion der 
inflammatorischen Antwort und damit einhergehend zu einer Abmilderung der 
postoperativen Motilitätsveränderungen und verhindert auf diese Weise den 
postoperativen Ileus. 
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4.1 Aktivierung der residenten Makrophagen nach chirurgischer 
Darmmanipulation mit nachfolgender massiver Entzündung in der Tunica 
muscularis und Motilitätsstörung 
Bei den heterozygoten und Wildtyptieren verursachte die Darmmanipulation eine 
massive Entzündungsreaktion innerhalb der Tunica muscularis, die wir durch die 
Induktion proinflammatorischer Mediatoren (IL-6, COX-2), Chemokine (MCP-1, MIP-1α), 
Adhäsionsmoleküle (ICAM-1) sowie durch die massive Leukozyteninfiltration 
quantifizierten. 
Eine der ersten Reaktionen war die frühzeitige Aufregulation von MIP-1α innerhalb von 
60 – 180 Minuten nach direkter Darmmanipulation als Zeichen der initialen 
Makrophagenaktivierung (Maurer und von Stebut, 2004). Der beschriebene darauf 
folgende Abfall der Expression auf Normalniveau unterstützt die Hypothese über einen 
initialen Trigger der Inflammation durch die ortsständige Makrophagenpopulation 
(Wehner et al., 2007).  
Weiterhin wurde 3 Stunden postoperativ ein Maximum der Induktion von IL-6 in der 
Tunica muscularis verzeichnet. Die frühzeitige Aufregulation von IL-6 weist auf die 
residenten Muskularis-Makrophagen und die Glattmuskelzellen als Quelle dieser 
Zytokininduktion (Wehner et al., 2005). IL-6 reguliert als prototypisches 
inflammatorisches Zytokin die Rekrutierung von Leukozyten (De Caterina et al., 1995; 
Hierholzer et al., 1997; Hierholzer et al., 2001; Romano et al., 1997) und bleibt für 12 
Stunden aufreguliert um dann allmählich auf Ausgangswerte abzufallen (Wehner et al., 
2005). Immunhistochemisch wird das Zytokin 24 Stunden postoperativ hauptsächlich auf 
residenten Makrophagen lokalisiert und ab 12 Stunden postoperativ zunehmend auf 
rekrutierten Leukozyten (Wehner et al., 2005). Dies legt nahe, dass die residenten 
Makrophagen zumindest anteilig für die initiale, starke IL-6 Induktion verantwortlich sind, 
wohingegen die prolongierte IL-6 Aufregulation hauptsächlich durch die infiltrierenden 
Phagozyten hervorgerufen wird.  
Das freigesetzte IL-6 kann durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der STAT-
Familie die Aufregulierung von ICAM-1 und MCP-1 induzieren (Caldenhoven et al., 
1996; Romano et al., 1997). Die freigesetzten Chemokine und Adhäsionsmoleküle 
ermöglichen dann die Adhäsion und Transmigration der Leukozyten in die glatte 
Darmmuskulatur und die Ausbildung des beschriebenen Entzündungsinfiltrats (Carlos 
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und Harlan, 1994; Cook-Mills und Deem, 2005; Rot und von Andrian, 2004). Konform 
mit den Ergebnissen im Rattenmodel (Türler et al., 2002; Kalff et al., 1999) konnte auch 
in dieser Versuchsreihe (bei den genetisch unveränderten Mäusen) ein identischer 
zeitlicher Verlauf der ICAM-1 und MCP-1 Expression nach Manipulation festgestellt 
werden. 
Zusammenfassend bewirkt die chirurgische Darmmanipulation eine frühzeitige 
Aktivierung der ansonsten ruhenden Gewebsmakrophagen in der Tunica muscularis mit 
nachfolgender Kaskade lokaler Entzündungsvorgänge. (Kalff et al., 1998a). Als 
Konsequenz der verstärkten Entzündung in der Tunica muscularis resultierte ein starker 
Verlust der Muskelfunktion. Es zeigte sich eine Abnahme der Muskelaktivität sowohl bei 
der in vitro Messung der Kontraktilität, als auch im in vivo untersuchten GIT (Kalff et al., 
1999a; Kalff et al., 1999b).  
4.2 Genetisch bedingtes Fehlen der Muskularis-Makrophagen verhindert den 
postoperativen Ileus 
In Kenntnis des kausalen Zusammenhanges zwischen post-chirurgischer Entzündung in 
der intestinalen Tunica muscularis und der nachfolgenden Dysfunktion der glatten 
Darmmuskulatur wurden bereits diverse Experimente mit modulierendem Eingriff in die 
Entzündungskaskade durchgeführt, um die Darmatonie zu verhindern (Kalff et al., 
1999b; Kalff et al., 2000; Kalff et al., 2003; Schwarz et al., 2001; The et al., 2005; Türler 
et al., 2002; Wehner et al., 2005). Hierbei wurde durch pharmakologische 
Enzymblockade oder durch Antikörperblockade selektiver Mediatoren die bereits in 
Gang gesetzte oder manifeste postoperative Entzündung abgeschwächt. Da die 
postoperative Entzündungsreaktion über eine Vielzahl parallel ablaufender Kaskaden 
über einen Zeitraum von Stunden bis Tagen charakterisiert ist, erscheint ein selektiver 
Eingriff in die bereits gestartete Inflammationskaskade als mögliche therapeutische 
Intervention nicht Erfolg versprechend.  
Mit der Hypothese, dass die residenten Muskularis-Makrophagen eine Schlüsselrolle in 
der Initiierung der postoperativen Entzündung und Darmatonie besitzen, ergibt sich die 
potentielle Möglichkeit noch in der initialen Phase der Entzündungskaskade präventiv 
einzugreifen. Somit erfolgte zur Abklärung einer direkten, initialen Beteiligung der 
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residenten Muskularis-Makrophagen bei der Entstehung der postoperativen 
Darmmotilitätsstörungen eine Serie von Versuchen an makrophagendepletierten Tieren.  
In vorangegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe wurden in Ratten die 
Muskularis-Makrophagen durch i.v. Gabe von Clodronat-Liposomen pharmakologisch 
depletiert und durch Gadoliniumchlorid zusätzlich pharmakologisch inaktiviert (Adding et 
al., 2001). Somit konnte nach intestinaler Manipulation eine signifikante Verminderung 
der Entzündungsreaktion in der Tunica muscularis und damit eine deutlich verbesserte 
postoperative Darmmotilität erreicht werden (Wehner et al., 2007). In diesem Tiermodell 
konnte eine Schlüsselrolle gerade der residenten Muskularis-Makrophagen letztendlich 
nicht eindeutig genug belegt werden, denn es wurde eine ca. 85 %-ige und keine 
komplette Makrophagen-Depletion in der Tunica muscularis erreicht, wohingegen in 
anderen Organen praktisch 95-100 % der Makrophagen depletiert wurden (van Rooijen 
et al., 1989). Die trotz Depletion in der Tunica muscularis verbleibenden Makrophagen 
(ca. 15 %) könnten theoretisch trotz Inaktivierung durch Gadoliniumchlorid an dem 
initialen Triggern der postchirurgischen Inflammation teilnehmen und somit konnte deren 
Rolle in der Entzündungskaskade durch die unvollständige Depletion nicht genau 
studiert werden.  
Durch die selektive, jedoch nicht organspezifische Wirkung der i.v. applizierten 
Clodronat-Liposomen wurden die Kupfferzellen der Leber und die Milzmakrophagen 
vollständig eliminiert (van Rooijen et al., 1990) und fast 70 % der 
Knochenmarksmakrophagen depletiert (Giuliani et al., 2001). Zudem wurden durch das 
Gadoliniumchlorid nicht nur die residenten Muskularis-Makrophagen inaktiviert, sondern 
all diejenigen, die sich im direkten Kontakt des Blutstroms befinden, z.B. Kupfferzellen, 
Milzmakrophagen, intravaskuläre Pulmonalmakrophagen. Es ist bekannt, dass die 
Reduktion vor allem der Kupfferzellen, die ca. 90 % der Gewebsmakrophagen 
ausmachen, generell zu einer geringeren Freisetzung von Entzündungsmediatoren führt 
(Hildebrand et al., 2006; Keller et al., 2005; O’Neill et al., 1994). So hat die systemische 
Depletion und Inaktivierung der Makrophagen generell eine herabgesetzte chirurgisch 
induzierte Inflammation zur Folge, wodurch die Rolle der residenten Muskularis-
Makrophagen in der postoperativen Darmatonie maskiert wird.  
Schließlich war zur Absicherung der erreichten Ergebnisse nach pharmakologischer 
Makrophagendepletion und –Inaktivierung ein geeigneteres Versuchsmodell notwendig, 
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das im Idealfall eine alleinige und komplette Depletion der Muskularis-Makrophagen bei 
ansonsten unverminderter systemischer Makrophagenzahl und ohne weitere strukturelle 
oder funktionelle Darmveränderungen beinhaltet. Da ein solches Modell bislang aus 
technischen Gründen nicht möglich war, wurde als nächst geeignete Variante die 
Osteopetrosis Maus gewählt. Im Vergleich zum pharmakologischen Depletionsmodell 
weist diese Mutante trotz genereller Makrophagenarmut ein komplettes Fehlen der 
Makrophagen in der sonst unveränderten Tunica muscularis bei regelhaft vorliegenden 
Mukosa-Makrophagen auf (Mikkelsen und Thuneberg, 1999).  
Im Rahmen der selektiven, nicht-organspezifischen Monozyten- und 
Makrophagendepletion ist bei der Osteopetrosis Maus die Makrophagenzahl im 
gesamten Organismus reduziert (Cecchini et al., 1994; Wiktor-Jedrzejczak et al., 1982). 
Somit stellt die generelle Makrophagenarmut, die in verschiedenen Organen 
unterschiedlich ausgeprägt ist (Cecchini et al., 1994), nach wie vor einen gewissen 
Nachteil dar. Andere Zelltypen sind jedoch nicht betroffen und die Makrophagen sind, 
vor allem in der Leber, in ausreichender Anzahl vorhanden (Cecchini et al., 1994).  
Zu den Nachteilen der systemischen Makrophagen-Armut zählt das weniger effektive 
Immunsystem, wobei die Osteopetrosis-Mäuse in der Lage sind, eine potente 
Immunreaktion bei bakteriellen Infektionen zu generieren (Feltis et al., 1994; Schonlau 
et al., 2003). Feltis und Mitarbeiter konnten beispielsweise in einem Sepsismodell mit 
antibiotisch induzierter Bakterienüberwucherung im Darmlumen, bakterieller 
Translokation und Endotoxinämie ähnliche Morbidität und Mortalität bei Osteopetrosis- 
und Wildtyp-Tieren nachweisen (Feltis et al., 1994). Weiterhin sind Osteopetrosis-Mäuse 
trotz systemischer Makrophagen-Armut zu einer adäquaten spezifischen Immunantwort 
gegen intrazellulären Pathogene wie Leishmania major fähig (Schonlau et al., 2003).  
Die dramatische Reduktion der postoperativen Leukozyteninfiltration in der 
osteopetrotischen Tunica muscularis scheint nicht mit einer Funktionsstörung der 
Leukozyten verbunden zu sein, denn eine peritoneale Infektion der Osteopetrosis-Maus 
mit Escherichia coli resultiert auch in einer Herunterregulation der 
Neutrophilenrekrutierung, wobei die Funktion dieser Zellen normal ist (Wiktor-
Jedrzejczak et al., 1996). Eine normale Neutrophilenfunktion konnte auch in der Leber 
der Mutante nach LPS Gabe festgestellt werden (Jiang et al., 2000).  
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Mit diesen Eigenschaften war die Osteopetrosis-Maus für uns das Modell der Wahl, um 
die Rolle der Muskularis-Makrophagen bei der Entstehung der postoperativen 
Darmatonie detaillierter zu bestimmen. So wurden in der dargestellten Studie zum 
ersten Mal Tiere mit komplett (100 %) fehlenden Muskularis-Makrophagen in Bezug auf 
die postoperative Entzündung und Darmatonie untersucht und damit konnte die direkte 
Beteiligung dieser Zellen bei der Entstehung der postoperativen 
Darmmotilitätsstörungen studiert werden. Die massiv ausgeprägte lokale 
Entzündungsreaktion, die sich nach chirurgischer Manipulation in der glatten 
Darmmuskulatur entwickelt, wird bei den Osteopetrosis-Tieren durch die vollständige 
Depletion der residenten Muskularis-Makrophagen auf molekularer und zellulärer Ebene 
signifikant verringert: sowohl die Expression der proinflammatorischen Zytokine und 
Mediatoren wie auch die Leukozyten-Rekrutierung in die Muskularis ist signifikant 
reduziert. Im Gegensatz zu den phänotypisch normalen Tieren, die nach Manipulation 
eine maximal gestörte Muskelfunktion aufweisen, erbringen die funktionellen 
Untersuchungen bei der Osteopetrosis-Maus in vitro und in vivo eine nahezu 
normalisierte Muskelfunktion.  
Der postoperative Entzündungsprozess wird trotz kompletter Depletion der Muskularis-
Makrophagen jedoch nicht vollständig verhindert. Obwohl die IL-6 Expression im 
Vergleich zu phänotypisch normalen Tieren bei 3 Stunden massiv reduziert ist, konnte 
eine geringe aber dennoch signifikante Aufregulation dieses Zytokins detektiert werden. 
Signifikant aufreguliert sind auch die restlichen inflammatorischen Zytokine mit 
resultierend sehr milder, aber dennoch vorhandener leukozytärer Entzündungsreaktion 
in die osteopetrotische Tunica muscularis. Zur Freisetzung der gemessenen 
proinflammatorischen Mediatoren sind potentiell die vereinzelt in der Darmserosa 
befindlichen Makrophagen (Cecchini et al., 1994) und die Peritonealmakrophagen fähig. 
Da es sich um hochpotente immunologische Zellen handelt, sind sie möglicherweise 
trotz ihrer geringen Anzahl in der Lage, diese leichte Entzündungsreaktion 
hervorzurufen. Andere Zellen in der Tunica muscularis, z.B. glatte Muskelzellen, 
Endothelzellen, Fibroblasten, Mastzellen (De L Karlson et al., 2007; Iwaki et al., 2009; 
Ng et al., 2003; The et al., 2008; Zampetaki et al., 2005) sind möglicherweise ebenfalls 
an der Entstehung des Entzündungsprozesses beteiligt und tragen zusammen zum 
Gesamtbild bei.  
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Insgesamt hatte aber die registrierte leichte postoperative Entzündung anhand der 
dargestellten Ergebnisse kaum Einfluss auf die Darmmotilität und das klinisch relevante 
Krankheitsbild des postoperativen Ileus wurde nahezu komplett verhindert.  
Letztlich bleiben die initialen Abläufe auf molekularer Ebene noch unklar. Aufgrund der 
Beobachtung, dass der Schweregrad der Entzündung in der Tunica muscularis von der 
Intensivität der Darmmanipulation abhängt (Kalff et al., 1998a) ist es jedoch vorstellbar, 
dass die residenten Muskularis-Makrophagen bei der intestinalen Manipulation über 
Stretch-aktivierte Ionenkanäle direkt mechanisch aktiviert werden. Wie die residenten 
Muskularis-Makrophagen genau aktiviert werden bedarf weiterer Untersuchungen. Bei in 
vitro Untersuchungen von Alveolarmakrophagen wurde beispielsweise festgestellt, dass 
diese Zellen Stretch-aktivierbar sind und in der Lage sind auf mechanischen Reiz 
Entzündungsmediatoren wie IL-6, IL-8 und TNF-α freizusetzen (Dixon et al., 2008; Dunn 
und Pugin, 1999; Pugin et al., 1998). Weiterhin konnten im Rahmen von Patch-Clamp 
Untersuchungen Stretch-aktivierte Kaliumionenkanäle auf humanen Makrophagen 
nachgewiesen werden (Martin et al., 1995).  
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal die Auswirkung 
der vollständigen Depletion der residenten Muskularis-Makrophagen in Bezug auf die 
postoperative Darmmotilität in einem geeigneten Nagetiermodell untersucht werden. 
Dieses ermöglichte die Untersuchung der Rolle der Makrophagen in der Entwicklung 
postoperativer Motilitätstörungen. Das genetisch bedingte Fehlen dieser Zellen bei der 
Osteopetrosis-Maus führte zu einer signifikanten Minderung der Expression 
proinflammatorischer Mediatoren und nachfolgend zu einer signifikant verringerten 
Leukozyteninfiltration. Die Herabsetzung der lokalen Entzündungsreaktion war begleitet 
von einer nahezu normalen postoperativen Muskelkontraktilität und Darmpassage und 
verhinderte damit das klinische Bild des postoperativen Ileus (Abbildung 16). 
Demzufolge sind die residenten Muskularis-Makrophagen für die postoperative 
Entzündung in der Darmmuskularis und für die gestörte Motilität zumindest anteilig 
verantwortlich. Eine präoperative Inhibition dieser Zellen kann daher als ein viel 
versprechender Therapieansatz zur Prophylaxe postoperativer Darmmotilitätsstörungen 
betrachtet werden.  
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Abb. 16: Das genetisch bedingte Fehlen der Muskularis-Makrophagen im Darm der Osteopetrosis-Maus 
verhindert die Entstehung des postoperativen Ileus durch eine signifikante Reduktion der lokalen 
Entzündungsreaktion in der intestinalen Tunica muscularis.  
 
 
54 
5 Zusammenfassung 
Abdominelle Operationen bewirken eine massive Entzündungsreaktion in der 
Darmwand, die unter anderem zur postoperativen Darmatonie führt. Der postoperative 
Ileus als fortgeschrittene Form der Darmatonie ist eine alltägliche Komplikation der 
Abdominalchirurgie und stellt somit klinisch, aber auch ökonomisch ein höchst 
relevantes Krankheitsbild dar.  
Die zugrunde liegenden Pathomechanismen der postoperativen Darmatonie sind trotz 
ihres alltäglichen Charakters und vieler Erklärungshypothesen weitgehend unbekannt, 
somit beschränkt sich deren Behandlung auf symptomatisch-empirische Maßnahmen. 
Um eine kausale Therapie und darüber hinaus eine Prävention entwickeln zu können, 
müssen die initialen Schritte der Entstehung des postoperativen Ileus genau erforscht 
werden. 
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe legen nahe, dass residente Muskularis-Makrophagen 
eine entscheidende Rolle in der Entstehung der postoperativen Entzündungsreaktion in 
der intestinalen Tunica muscularis spielen. Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob 
das vollständige Fehlen der Muskularis-Makrophagen zu einer Reduktion der 
postoperativen Muskularis-Entzündung und nachfolgend zu einer normalisierten 
Muskelfunktion führt. 
Verwendet wurden Osteopetrosis-Mäuse mit komplett fehlenden Makrophagen 
innerhalb der Tunica muscularis des Darmes, bei verminderter Anzahl der Makrophagen 
in der Mukosa und in anderen Organen. 
Osteopetrosis-, Wildtyp- und heterozygote Mäuse wurden einer standardisierten 
Manipulation des Dünndarms ausgesetzt und 3 und 24 Stunden postoperativ untersucht. 
Als Kontrollen dienten nicht operierte Tiere. Muskularis-Präparate wurden für 
histochemische und immunhistochemische Färbungen zur Phagozyten-Quantifizierung 
resp. Makrophagenlokalisation verwendet. Die Expression von Entzündungsmediatoren 
wie MIP-1α, IL-6, COX-2, ICAM-1 und MCP-1 in der Darmwand wurde zu verschiedenen 
Zeitpunkten postoperativ mittels real-time PCR quantifiziert. Weiterhin wurde die in vitro 
Muskelkontraktilität im Organbad an Jejunumstreifen gemessen. Der gastrointestinale 
Transit wurde in vivo nach intragastrischer Gabe von Fluoreszenz-markiertem Dextran 
bestimmt.  
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Histochemisch zeigte sich bei allen drei manipulierten Gruppen ein signifikanter Anstieg 
der Phagozyten in der Tunica muscularis im Vergleich zu nicht manipulierten Tieren. Bei 
den Osteopetrosis-Mäusen war diese Zunahme signifikant geringer (43-fach vs. 180-
fach Wildtyp und 176-fach Heterozygote). Die Darmmanipulation bewirkte bei 
Heterozygoten und Wildtypmäusen eine massive Expression der untersuchten 
Entzündungsmediatoren in der Tunica muscularis mit einem Maximum nach drei 
Stunden. Bei den Osteopetrosis-Mäusen war die Mediatoraktivierung signifikant 
vermindert (MIP-1α: 12,1-fach; IL-6: 3,5-fach; COX-2: 2,3-fach; ICAM-1: 6,7-fach und 
MCP-1: 18,8-fach). Bei der in vitro Kontraktilitätsmessung war bei Osteopetrosis-
Mäusen die bekannte postoperative Minderung der glatten Muskelfunktion signifikant 
geringer ausgeprägt (13,6 % vs. 41 % Wildtyp und 36,4 % Heterozygote). In dem in vivo 
GIT wiesen die Osteopetrosis-Tiere bei normalisierter Transitzeit (GC ± SEM: 10,09 ± 
0,70 vs. 3,2 ± 0,30 für Wildtyp und 4,7 ± 0,35 für Heterozygote) keine signifikante 
Auswirkung des chirurgischen Darmtraumas auf.  
Unsere Daten zeigen eindeutig, dass durch das komplette Fehlen der Muskularis-
Makrophagen bei der Osteopetrosis-Maus sowohl die lokale Entzündungsreaktion der 
Darmwand als auch die resultierende Motilitätsstörung nach chirurgischem Trauma 
signifikant gemindert sind. Diese Ergebnisse verdeutlichen die herausragende Rolle der 
residenten Muskularis-Makrophagen bei den initialen Schritten der Pathogenese des 
postoperativen Ileus. 
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